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bLeAPA L1 .Bevezetés

A posztszinaptikus denzitas

A posztszinaptikus denzitas (postsynaptic density, PSD) a posztszinaptikus neuron dend-
ritjeinek membréanjéhoz kozeli fehérjedis része [1]. Elektronmikroszkopos képeken sotét
(,elektrondenz”) savként jelenik meg, nevét is errél kapta. A PSD fehérjéi kozott szamos re-
ceptor és mas allvanyfehérje talalhaté, amelyek kulcsfontossagiak az elektrokémiai jelatvitel
folyamatéban [2]. Ennek fontossagat az a korreldcid is jelzi, hogy hosszitévi aktivitds esetén
(long term potencidcié (LTP)) a posztszinaptikus denzitds mérete megnovekedik, er6sebbé
valik [3]. A fehérjehal6zat reaktiv dtrendezédését a tanulds és memoria fontos folyamatanak
tekintjiik [4]. A PSD fehérjéiben bekovetkezé mutéciék szémos neurolégiai kérképpel Gssze-
fiiggésben hozhatdak, egyik legfontosabb ezek koziil az ASD (Autism Spectrum Disorder). A
PSD szervez6désének megértése jelenleg komoly kihivast jelent, mivel kisérleti médszerekkel
jelenleg nem tudunk réla nagy felbontasu képet kapni éppen valtozatossaga és dinamikus
mivolta miatt. Ezért ezen a tertleten kiemelten fontos modellezési eljarasok haszélata.

A szinaptom elmélet

A szinaptom elméletet Seth Grant és kutatécsoportja dolgozta ki [5]. Ez az elmélet azt
az elgondoldst mdédositja, béviti ki, miszerint egyeldre sok biolégia tankényv tgy tartja,
hogy a kiilonbo6zé agyi funkciékat a neuronok kiilonb6zé vezetékezése okozza. Ennek
ellenére a vezetékek, neuron-neuron kapcsolatok nem adnak teljes valaszt a genetikai
eredetii neurodegenerativ rendellenességekre, mint példaul az Alzheimer és az Autizmus
spektrum. A kozponti dogma szerint a gének kozvetleniil a fehérjéket kodoljak [6], nem
magukat a “vezetékeket”, neuron nyulvanyokat, tehat az elmélet szerint a fehérjéknek kell
lennie a hidnyzé ldncszemnek a vezetékek, kédolt funkcidk és a gének kozott [5]. Tehat
a szinaptom elmélet szerint az adott neurontipust az expresszalédd fehérjék hatarozzak
meg. Igy a fehérjék kozvetve befolydsoljdk az agyi funkcidkat és képesek a viselkedést
megvaltoztatni. Ennek az elméletnek a bovebb megismerését és vizsgalatat tliztem ki PhD
Disszertaciom céljaul szamitogépes szimulacidk és modellek segitségével, ugyanis az elmélet
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érdekessége, hogy kitér magara a tanulds folyamatdra is [7]: miszerint a tanulds a szinapszis
proteomjanak maédositasaval torténik [8], ez nem igényli a szinaptikus stly hosszu tava
potencirozasat (LTP) vagy az 4j szinapszisok novekedését, és az elmélet azt josolja, hogy az
LTP modulalja az informdcié visszahivasat [7]. A késébbi haromdimenziés modellezések
szempontjabol az érdekes, ahogy a Seth Grant is megjegyzi [5]: a szinaptom, fehérjehalézatok
térbeli architekturdja abbol a mogottes molekularis hierarchidbdl szarmazik, amely a genom
altal kodolt fehérjék szupramolekularis osszeallitasaval komplexekké és szuperkomplexekké
kapcsolja. Ez a molekularis hierarchia megmagyarazza, hogy a genom szintjén zajlé evolicié
hogyan eredményezi a szervezet viselkedési repertodrjanak megvaltozasat. Az ezt megszakitd
mutaciok megvaltoztatjak a szinaptom fehérjehdlézatok felépitését, potencidlisan figyelembe
véve a neuroldgiai és pszichiatriai rendellenességekkel kapcsolatos viselkedési fenotipusokat

[9], [10].

Fehérjekomplexek kialakulasanak agens alapu szimulaciéja

Szamos modellez6 és szimulacids eljaras van, amellyel a neuronban 1év6 folyamatok megismer-
hetoek, a jelatvivo folyamatok halézatanak logikai leirasatol a neuron aktiviciés mintdinak
modellezéséig [11]. Kutatdsom a fehérjekomplexek szintjén vizsgilja a valtozdsokat.

Fehérjekomplexek keletkezését le lehet irni ahhoz hasonléan, ahogyan egy kémiai reakciot
is: két molekula véletlenszeriien mozog, majd talalkozik. Ennek soran, ha megfelelek a
koriilmények, akkor reagdlnak egymaéssal és letrejon az 1j molekula. A szimuldciés modszer
lényege, hogy a molekulakat dgens alapon mozgatjuk, majd ha elég kozel keriilnek, akkor
azt talalkozasi eseménynek tekintjiik. A taldlkozas soran adott valészintiséggel 1étrehozzuk
kozottitk a kapcesolatot (a két kiilonalld fehérjébdl egy osszedllt komplex lesz - két dgens
atalakul egy dgenssé). Ezt az adott valdszintiséget biologiailag a kotési erésségek, affinitdsok
irjak le. A komplex ugyanakkor a disszociacios alland6 dltal meghatarozott valésziniiséggel
egy kovetkezo 1épésben szét is eshet.

Fehérjekomplexek 3D szerkezetének modellezése

Az 4gens alapi modellezés legnagyobb hatranya, hogy nagy memériaigénye lehet, igy
nem redalis, hogy a fehérjék tényleges haromdimenzids szerkezetét ill. az ebbdl addédéd
megkotéseket egy ilyen szimulaciéban reprezentdlni tudjuk. Egy fehérje, egy komplex agens
egy adott pontként jelenik meg - mégha kotdhelyei virtualisan léteztek is. Ugyanakkor
fehérjekomplexek szerkezetének, alakjanak modellezésére is 1éteznek hasznalhaté szoftverek.
Munkam soran fontos szempontnak tartom, hogy a mennyiségi dgens alapu szimuldciok
eredményeit és a mindségi 3D-s modellezés eredményeit kdzosen szemlélhessem és lehetové
tegyem a kés6bbiekben ezek k6zos folymatban torténé integralasat.

Az IMP (Integrative Modeling Platform) program nevébél is adéddan az integrativ
modellezés céljabol alkottdk meg, ami azt jelenti, hogy tobbféle forrasbdl szarmazéd bemeneti
adatot, illetve egy adott rendszer egyes részeinek kolonb6z6 tipusi reprezentaciéit képes
integralt médon figyelembe venni a modellezési folyamat soran. A platform lehetévé teszi
nagyméreti komplexek haromdimenzids szerkezeti modelljének létrehozisat szamos adat
egylittes felhasznéalasaval.
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2.Célkituzések

Kutatasom {6 célja a posztszinaptikus denzitas integralt modellezéséhez sziikséges alapvetd
eljarasok kidolgozasa és alkalmazasa volt. Terveim szerint az integralt modellezés segitségé-
vel az egyes fehérjekomplexek kialakuldsanak valdsziniiségein tul szerkezeti modelleket is
készithetiink, figyelembe véve az egyszerisitett szimulaciokbdl kapott informaciékat. Ennek
megvalésitdsdhoz az aldbbi 1épések megvaldsitasat tliztem ki célul:

e Az igen sok fehérje Gsszetett interakcidja altal felépiilé posztszinaptikus denzitas egy-
szerusitett, kezelheté méreti modelljének kialakitdsa, melynek segitségével agens-alapt
szimulacidk végezhetbek. Ehhez sziikséges a leggyakoribb fehérjék, azok példanysza-
méanak és egymadssal kialakithaté kolcsonhatasainak azonositasa és reprezentacidja oly
moédon, hogy az a tervezett szimulacidk bemeneteként szolgalhasson.

— Miért? A PSD rendkiviil komplex és nagyszamu fehérje kélcsonhatasabol épiil fel.
Egy egyszeriisitett, kezelheté méreti modell lehetévé teszi az dgens-alapt szimulé-
cidk elvégzését, amelyek segitségével megérthetjiik az alapveté mechanizmusokat
és interakcidkat a PSD-ben.

— Miért fontos? Az dgens-alapt szimuldcidk lehetévé teszik a PSD dinamikus
viselkedésének és a fehérjekomplexek kialakulasanak vizsgalatat, ami kritikus a
funkciondlis megértéshez és a terapias beavatkozasok fejlesztéséhez.

o A modell segitségével elvégzett dgens-alapd szimulacidék kiértékeléséhez sziikséges
eljarasok kidolgozasa, ideértve a létrejott fehérjekomplexek egyértelmii azonositdsat,
illetve kiilonb6z6 bemeneti paraméterekkel inditott szimulaciék dsszehasonlitasat.

— Miért? A szimuldcidk eredményeinek pontos értékelése kulcsfontossagn a modellek
validalasa és a predikcidk megbizhatdosdganak biztositasa érdekében.

— Miért fontos? Az eljarasok kidolgozasa biztositja, hogy a szimuldciék eredményei
Osszehasonlithatoak és reprodukalhatoak legyenek, lehetévé téve a kiilonb6z6
hipotézisek tesztelését és a bioldgiai relevancia megértését. A feladat nem trivialis
tobbek kozott azért, mert a lehetséges komplexek szama elméletben végtelen.
Adott komplexek eltérése lehet elenyészd, vagy pont kimagaslé funkcionalitdsa
miatt.
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o Nagyszamu szimulacié elvégézése szamos kiillonb6zé bemeneti paraméter felhasznéla-
saval irodalmi fehérjegyakorisigi adatok segitségével, majd a szimulaciok kiértékelése
és értelmezése.

— Miért? A kiilonb6z6 bemeneti paraméterek tesztelése segit megérteni a PSD
kialakuldsdnak és miikodésének variabilitasat, valamint az egyes fehérjekomplexek
szerepét a rendszer stabilitdsaban és dinamikajaban.

— Miért fontos? A széleskorii szimulaciok lehetévé teszik a rendszer robusztussa-
ganak és érzékenységének vizsgalatat, ami fontos a biolégiai rendszerek pontos
modellezéséhez és a potencialis gydgyszer célpontok azonositasdhoz.

e Adott kdlcsonhatast gyengité mutacié hatasanak modellezése a keretrendszer haszna-
lataval.

— Miért? A mutaciok hatasanak modellezése segit megérteni a genetikai variaciok
és mutaciok hatasat a PSD miikddésére és stabilitasara.

— Miért fontos? Az ilyen modellezések segithetnek azonositani a potencidlis patogén
mutacidkat és megérteni azok mechanizmusait, ami fontos a genetikai betegségek
diagnosztikajaban és kezelésében.

e Mindezekkel parhzamosan munkafolyamat kidolgozasa és tesztelése nagyméretii, tobb-
kémponensi posztszinaptikus fehérjekomplexek haromdimenziés modellezéséhez.

— Miért? A nagy és komplex fehérjekomplexek térbeli modellezése kihivast jelent,
de elengedhetetlen a teljes PSD szerkezeti és funkcionalis megértéséhez, hiszen
onmagaban az agens alapuld szimulaciok csak grafként tekintenek a komplexekre
és éppen ezét a térbeli gatlasok és a fehérjék /komplexek térigénye nem jelenik
meg.

— Miért fontos? Az ilyen modellek lehetévé teszik a szinaptikus funkcidk és a
fehérje-interakciok finom mechanizmusainak vizsgalatat, amelyben mar térbeli,
szerkezetbeli hatdsok is észlelhetéek hozzajarulva a teljes idegrendszeri mikodés
megértéséhez és a potencialis terapids beavatkozasok fejlesztéséhez.
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3.0.1 A modellrendszer elokészitése

Irodalomkutatas soran kisérleti adatokat gytijtottem fehérjegyakorisagokra adott alanyok
adott agyi régidira lebontva [12]. Ez a hét fehérje a bevezetében méar bemutatott NMDAR,
AMPAR, SynGAP, PSD-95, GKAP, Shank3, Homerl. Megfelel6 mennyiségii kozvetlen adat
ezen fehérjék gyakorisdgarél azonban nem allt rendelkezésemre, ezért a megtalalt mRNS
expresszios szinteket kellett atkonvertdlnom darabszdmokra.

Az irodalomban RNA-Seq kisérletekbdl szarmazé6 RPKM (reads per kilobase million
értékeket tartalmazo adatokat talaltam a [12] publikdciéban.

Ezekbdl az értékekbdl tgy allitottam el darabszamra vonatkozé adatokat, hogy a
PSD-95 ismert darabszamahoz viszonyitottam &ket.

Kezdetben Shank3-al dolgoztam, majd a mutaciéanalizisnél Shankl-et vizsgaltam. A
Cytocast eljarassal végzett szimuldciok tekintetében a fehérje doménszerkezetében nem

jelent valtoztatast a domének relativ pozicidja - ezért konnyedén kicserélheto a két fehérje.

Az egyes fehérjék becsiilt gyakorisdga nagy eltérést mutat az egyes adatkészletekben. Az
atlagos mennyiségek a kovetkezdk voltak:
A modell alkalmas els6dleges becslés készitésére. A fehérje mennyiségének mRNS

protein | min | max | atlag | széras
NMDAR 0 95 16.84 17.87
AMPAR 1 688 | 126.81 78.39
PSD-95 36 | 1067 | 328.09 | 159.21
SynGAP | 11 359 | 1102.21 | 60.13
GKAP 2 367 82.62 65.50
Shank1 1 388 69.20 59.40
1 124 21.98 17.20

Homerl

3.1. tablazat. A bemenetként hasznalt fehérjegyakorisagi adatok atlaga és szérasa
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expresszidval torténd kozelitése soran figyelembe kell venni, hogy a régidk kozotti eltéréseket
mar az mRNS szintézis szintjén megfigyelhetjiik, azonban még a fehérjék transzlaciéja soran
mas kiilonbségek, 1ényeges csoportosulasok is kialakulhatnak.

Mindazonaltal a fehérje gyakorisag mellett annak a valdszintisége, hogy két fehérje
taldlkozik egymaéssal fligg a szimulécios racs méretétdl és a szimuldcids id6tdl is. A legtobb
komplex esetén azt kaptam, hogy 40 ismétlés mar elegendoének bizonyult ahhoz, hogy a
sztochasztikus ingadozasokat kisimitsam hasznalhaté mértékben és a konfidenciaintervallum
sugarat 1 db komplexre sziikitsem.

A mutaciok hatasainak kiszamitasa kotéserdsség predikcioval

Munkam soran adott mutacié hatasat is vizsgalni kivantam, viszont adott mutaciét tartal-
maz6 fehérjére (ill. fehérjedoménre) vonatkozé kisérleti kotési adat nagyon ritkan all csak
rendelkezésiinkre, rdadasul a Gillespie algoritmus kiilon kezeli az asszociacids és disszociacios
ratakat, amelyekre vonatkozdan vad tipust fehérjék esetében is alig van adatunk. Egy
mutacié partnerkotésre vonatkozd kézvetlen hatdsa nem konnyen becsiilhetd, viszont tobb
olyan médszer is elérhetd, amelyek adott fehérje stabilitisanak megvaltozasat becslik, igy
ebbdl kiindulva prébaltam meg a kotési allandokat médositani a szimulaciés rendszerben.

A pontmutécié megvaltoztathatja a fehérje stabilitasat, ezért méodositja a fehérje hozza-
férhetGségét. A bioldgiailag relevans pontmutéciok stabilitasvaltozésat (AAG) a NeEMO
[13] segitségével szamitottam ki.

A kotés disszociaci6 ardnya (K = M) a AAG-bOl szarmaztathat6. A valtozési

naturated|
arany azt mutatja meg, hogy a disszociacios rata hogyan véltozik a mutacié altal a megjosolt

AAG értékeknek megfelel6en.

AAG = —RTIn(Kwr) + RTIn(Kyr) (3.1)

K _ 256 (3.2)
WT

valtozasi_ardny =

A modellemben a komplexképzddés valdsziniisége forditottan ardnyos a disszocidcids rata
(K) valtozésaval. Ennek megvaldsitdsdhoz a paraméterkészletben a disszocidciés allandét
moédositottam.

A Shankl R743H mutacio kivalasztasa és modellezése

A specifikus modellezési célunkra a Shankl-ban taldlhaté R743H mutéciéra esett a valasz-
tasom. Bar a COSMIC[14] adatbazisbdl vélasztottam ki, amely rakos megbetegedésekkel
kapcsolatos mutaciokat tartalmaz, szandékom az volt, hogy egy jol leirt mutaciét hasznaljunk
egy olyan globularis tartomanyban, amely egy, a modelliinkben szerepl6 és szerkezeteileg jol
karakterizalt interakciéra lehet hatassal. Esetiinkben ez a Shankl PDZ doménje és a GKAP
C-terminalis régidja kozotti kapcesolat. A mutacié komplexképzédésre gyakorolt hatdsét a
fentiek szerint a PDZ domén destabilizalodasabol becsiiltem a NeEMO [13] eljarassal Esze-
rint a mutdcié a Shankl:GKAP komplex disszocidcios sebességének 5,5-szeres névekedését
okozza.
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10 3. Fejezet: Eredmények

Az agens-alapu szimulacidk értékeléséhez kidolgozott eljarasok

Az adatok eloszlasa nem egységes abbdl a szempontbdl, hogy vannak olyan agyi régiok,
amelyekre vonatkozoan nem allnak rendelkezésre adatok az Gsszes betegtol. Emiatt minden
kisérletet kiilon-kiilon kell kezelni, és arra térekedtem, hogy azonositsam az eredmények
kozotti f6bb kiilonbségeket.

Homomultimer fehérjeasszociatumok azonositasara egy kiilon algoritmust hoztam létre.
Erre azért volt szlikség, hogy a nagyobb komplexek esetében is atfogd képet kapjunk arrdl,
hogy az adott multimerizalédni képes fehérjék hogyan, s miképpen ragasztottak Gssze az
akar 100-as fehérjeszamot eléré komplexeket.

Az azonos fehérjébdl allo fehérjeasszociatumok megtaldldsakor elsésorban meg kell
hatdrozni, mely fehérje képes multimerizal6dni ldncszeriien. Az én tesztrendszeremben pl. a
Shank3 fehérje rendelkezik ilyen tulajdonsdggal az irodalomban leirt, SAM doménre jellemzé

Ezen fehérjéket az egyedi azonositéjuk (ID) alapjin meg lehet keresni a fehérjekomple-
xekben és azon interakcidkat azonositani, amelyekben mindkét, egymassal kolcsonhatésba
1ép6 fehérje az adott proteinnek felel meg. Ezutan lehet azonositani a fehérjékbdl mint
egységekbdl felépiil lancokat.

A szimulacidk hozzaadott informaciétartalmara utalé mérészam meghatarozasa

Az altalam elvégzett vizsgalatok egyik célja az volt, hogy megvizsgiljam, hogy a létrejové
fehérjekomplexek eloszlasa — mint a szimulaciék kimenete — hogyan fiigg az elérhet6é — a
szimuldciékban bemenetként megjelend — fehérjegyakorisagoktol. A kérdés egyik altaldnos
vonatkozasa, hogy a bemenetekbdl trividlisan kévetkezik-e a kimenet, vagy a ketto kozotti
Osszefiiggés olyan bonyolult, hogy szimulacié nélkiil nem lehet nagy biztonsaggal becslést
tenni adott bemenet esetén a kimenetre. Ennek eldontésére megvizsgaltam, hogy a beme-
neti és a kimeneti adatsorok ugyanazt a mintdzatot adjik-e az egyes régiékra (bemeneti
adatkészletekre) vontakoztatva.

A K-means clustering [16] eljards az egymashoz hasonl6é adatokbdl csoportokat hoz
létre. A vektorterekben ez a tulajdonsag azt jelenti, hogy a kozelebbi pontok ugyanabba a
klaszterbe keriilnek. Ezutan minden klaszterhez létrehoztam egy-egy cimkézett vektort. Az
524 hosszi vektor minden eleme egy vizsgalt régidt reprezentdl, és a koordinata 0, ha az
adat nincs a klaszterben, és egy, ha az adat a klaszterben van (in. one-hot reprezentécié).
Arra hasznaljuk, hogy két kiillonbo6zé klaszterezés esetén az egyes klaszterek mennyire az
egyes régidk ugyanolyan csoportositasat jelenitik meg, példaul bemeneti és kimeneti adatok
alapjan.

Ha a bemeneti és kimeneti klaszterek kereszttavolsaga elég nagy, akkor az Gsszesitett
szimuldcié olyan tovabbi informacidkat tartalmazhat, amelyek magukban a bemenetekben
nem lathatéak. Az eljards hasznalhaté mind az interakciébdség alapjan definialt kisebb,
hatdimenziés, mindpedig az egyes komplexek abundancidja alapjan definiadlt sokdimenzids
kimeneti komplexvektorteret hasznalva is.

A legmagasabb informaciétartalmi komplex azonositasa

Az adatok értékelése soran felmeriilt az igény arra, hogy meghatarozzam azt a komple-
xet, amelyiknek a gyakorisdga a legtobb informaciét hordozza, azaz a leginkdbb hozzaja-
rul a kapott fehérjekomplex-eloszlasok kozotti eltérésekhez. Ennek meghatarozasara egy
fékomponens-elemzésen alapulé méroszamot hataroztam meg.
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Az agyi régidkat egy tobbdimenzids térben 1év6 pontokként reprezentaltam, ahol minden
koordinata egy adott fehérjekomplex gyakorisagat jelenti.

Egy adott agyi régi6 fehérjekomplex eloszlasat linearis kombinaciéként az aldbbiak szerint
hatarozzuk meg:

ceR", c¢= Z%’Pi (3.3)

ahol az «; az az i. komplex (p;) gyakorisdga (példanyszama).

Mindegyik komplex jellegzetes gyakorisagi profillal rendelkezik a kiillonb6z6 régidkban:
a legvaltozatosabb abundancidju komplexek mutatjak a legszembetiin6bb kiilonbségeket a
régiok kozott. Igy a legvaltozébb komplexek hatdrozzik meg a rendszer 6 dsszetevdit.

Az egyes komplexre vetitett variancidt ugy szamitjuk ki, hogy az egyes f6komponens-
vektorok altal reprezentalt variancidt megszorozzuk az illeté komplex mint bézisvektor adott
fékomponenshez valé hozzajaruldsiaval, majd ezeket minden fGkomponensre Gsszegezziik. A
kapott relevancia megadja, hogy az adott komplex gyakorisiga mennyire meghatarozo6 az
egyes régiok kozotti kiillonbségek meghatrozasaban.

reR", Z E (3.4)

j= 1|UU|

Ahol r az egy n dimenzids vektor, ami tartalmazza az Gsszes komplex relevanciajat, \;
az 1. sajatvektor relevancidja, v;; az j. koordinataja az i. sajatvektornak (v;).

Fehérjekomplexek gyakorisaganak osszehasonlitasa

A péaros T-proba egy klasszikus statisztikai proba, amelyet dltalaban akkor valasztanak, ha
csak egy valtozas - esetemben pl. a vizsgdlt Shankl R743H mutécio - lehet jelen létre a
rendszerben, és a kérdés az, hogy a valtozas hogyan befolyasolta az adott valtozo atlagértéket.
A nullhipotézis: az atlagos abundancidk (vad tipust és mutédns) adott szignifikancia szint
mellett azonosak. Igy az alternativ hipotézis: egy komplex atlagos abundanciéi jelentésen
eltérnek. Egy adott komplexre a T-prébat a modszerekben ismertetett médon hajtottam
végre.

Tekintettel arra, hogy a szimuldcié soran az egyes komplexek abundanciajat kiilon-
kiilon atlagoljuk, a T-proba, hogy melyik hipotézist fogadhatjuk el, csak az adott komplex
abundancidjara vonatkozik. Ahhoz, hogy egy adott régiordl altalanossaghban meg tudjuk
mondani, hogy viltozott-e, minden komplexen el kell végezniink a T-prébat, és ezek silyozott
atlaga jelzi, hogy az adott régiéra atlagosan melyik hipotézist tudjuk elfogadni. Az tlagolas
soran az egyes komplexek ismert fontossagat hasznaljuk fel, amelyet az egyes komplexek
relevancidja alapjan szamitunk ki. A jellemz6 fontossiga (feature importance) a T-probaval
szamitott p-értékek atlagoldsdnak silya egy adott régioban minden komplexre.

39
averaged p-value of a region = Zcomplexﬁrelevancei -p-value; (3.5)
i=0
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A szimulaciék elemzése és létjogosultsaga

Adott szimulaciépar bemeneti és kimeneti tavolsaganak kiilonbsége pontosan megmutat-
ta, hogy mely agyi régiok, azaz szimulaciok relativ helyzete valtozott meg a bemeneti
helyzetekhez képest (3.1. &bra). Ezaltal ki is tudtam emelni azokat a régidkat,
amelyekben a legtobb hozzaadott informacié jelenhetett meg. Ezek a régidk:
H376.VIII.51__STC id:340, H376.V1.50__V1C id:286, H376.1X.51_ MFC id:238.
Az ID azt mutatja meg, hogy hdnyadikként végeztem el a szimuldcidkat, egyes dbrdakon van
szerepe. Az alulvondas el6tti kod az alanyt jelenti, amelybdl szarmazik az agyi szelet, mig az
alulvonas utani haromkarakteres kd a konkrét agyi régiéra utal. STC:posterior (caudal)
superior temporal cortex (area 22c¢), V1C:primary visual cortex (striate cortex, area V1/17),
MFC: anterior (rostral) cingulate (medial prefrontal) cortex.

A bemeneti fehérjék abundancidjanak aranyait 0sszevetettem a kimeneti komplexek
aranyaival, vagy a benniik taldlhato 1étrejové paronkénti fehérje-fehérje kolcsonhatasok
relativ gyakorisagaval.

Distances of the distances between brain regions' inputs and outputs
A) 0 100 200 300 400 500 )
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3.1. dbra. A régidk egymashoz képesti relativ elmozdulasa h6térképen és a klasz-
terezés eredménye. Az egyes régidkat mind bemenet, mindpedig kimenet alapjan elhe-
lyeztem egy adott vektortérben. Igy a régidk relativ helyzete megmutatja, hogy két régié
mennyire hasonlit egyméshoz, bemenet esetén a fehérjék mennyiségét tekintve, kimenet
esetén az adott komplexek mennyiségét tekintve. Elmozduléds alatt azt értjiik, hogy két
régié a bemeneti helyzetiikhoz képest kozelebb vagy tavolabb keriilt egymastdl a kimenet
alapjan megalkotott vektortérben. Sok esetben alig lathatunk valtozast, mert a legtobb rész
kék, mindazonaltal akadnak a pirosba is es6 pixelek. A klaszterezés soran nem egyértelmii,
hogy melyik klasztert melyiknek érdemes megfeleltetni, ezért a legkozelebbi klasztereket
feleltettem meg egymasnak és azok kozott kerestem a megvaltozas aranyat.

Az elvégzett szimuléciok azt mutattdk meg, hogy a felbukkant komplexek gyakorisidga
nem csak a kezdeti fehérje mennyiségtél fiigg, hanem a lehetséges kotéseknek is jelentds
hatdsa van ra. Egy bizonyos fehérjét tartalmazé komplex gyakorisdga inkabb fiigg a fehérje
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szomszédainak gyakorisdgatol, mint magatol az adott fehérje gyakorisdgatol.

A bemutatott példak a hasonlé fehérjekészlettel rendelkez6, de a komplexeket eltéro
eloszlasban tartalmazé régidkra azt sugalljak, hogy a kivilasztott fehérjék lokalis szintézise
és lebomlasa a fehérjekomplexek olyan mértéki tjraeloszlasahoz vezethet, amely jelento-
sen megvaltoztathatja a szinapszis ,,azonossagat”. A helyi mRNS transzlacid jelenléte a
dendrittiiskékben, amelyek tobbek kozott PSD-fehérjéket termelnek, jol ismertek, és szamos
neurondlis folyamattal, példaul késéi fazisi LTP-vel [17] sszefuggésbe hozhaték. Hasonld
komplexeloszlasok érhetdk el az alkotd fehérjék kiilonbozé kombinacidival, ami lehetdséget
biztosit a funkciondlisan hasonlé allapotok elérésére.

Az AMPAR/PSD-95/SYNGAP komplex a leginformativabb

Fokomponens-elemzés segitségével azonositottam, hogy mely komplexek a leginformativab-
bak az agyi régiok megkiillonboztetése szempontjabol. Az els6é két f6 komponens mind a
vad tipust, mind a mutdns esetben a kimenetek teljes variancidjanak 44%-4t, illetve 24%-4t
fedi le. Az els6 fétengelyt az AMPAR/PSD-95 (id:12) komplex menyisége uralja, mig a
mésodikat a PSD-95/SynGAP (id:8) komplex.

Osszességében a leginformativabb komplex — az 6sszes fékomponenst és az altaluk ma-
gyarazott varianciat tekintve a legnagyobb hozzajarulassal — az AMPAR/PSD-95/SynGAP
(id:5) 19% hozzdjarulassal. Osszehasonlitasképpen, az atlagos komplex jelentéség nagyon
kicsi, megkozelitéleg 4,48e-06, a median pedig 9,98e-08. Az alacsony mérték oka a lehetséges
komplexek nagy szama - igy a valdszinliségi mérték nagy elemi eseményhalmazon osztozik
eredendden is. Az, hogy a AMPAR/PSD-95/SynGAP komplex jelentdsen befolyédsolja a
régidkat 6sszhangban van az irodalomban fellelhetd informacidkkal, SynGAP kotése regulalja
az AMPAR kotésének gyakorisagat [18].

Hipomorf mutacié hatasanak vizsgalata

A mutéciok specifikus hatasa rejtélyes lehet, kiillonosen akkor, ha szamos kiillonbozé szévetben
jelenlévd fehérjéket érintenek. Ez kiilonosen igaz azokra a sejttipusokra, amelyekben még
a f6bb partnerek és interakcidk is azonosak. A neuronok sokfélesége a posztszinaptikus
fehérjék eltér6 mennyisége szempontjabdl egyediilallo lehetdséget kindl specifikus mutaciok
hatasanak feltdrasara egy Osszetett, de mégis leegyszeriisitett tébbkomponensii rendszerben,
amely azonos épitéelem-készlettel rendelkezik.

A hipomorf Shankl mutécié elemzésére futtatott szimldcidk esetében ugyanolyan kiin-
dulasi fehérjegyakorisagokat hasznélva futtatunk szimuldcidkat a vad tipusd és a mutans
esetre is. A mutans esetben homozigota allapotot feltételeztem, tehat vagy csak vad tipusi,
vagy csak mutans fehérje volt a rendszerben.

A vad tipusi és muténs forgatokonyvek szimulacids eredményeinek f6komponens-analizise
nagyon hasonlé Gsszképet mutat. A két PCA diagram kozvetleniil Gsszehasonlithatd, mivel
a tengelyek még a két fiiggetlen PCA kimenetben is megegyeznek. A vad tipust és mutans
eseteknek megfelelé adatpontok csak minimalisan térnek el egymashoz képest. A vad tipusa
és a mutans régiok kozotti dtlagos tavolsag 1,5 +0,8 egység.

Megjegyzem, hogy a PCA &ltaldban nem kiiloniti el az adott agyi régidkat (dbra 3.2),
ezen szimulacidk esetében azonban a cerebellaris kéreg tipust régidk azonban jél elkiiloniilnek
a tobbitdl.

Eredményeim arra utalnak, hogy a teljes fehérje komplex eloszlast elsGsorban az egyes
fehérjék elérhetOsége hatarozza meg, és a vizsgalt hipomorf mutécié jelenléte nem okoz
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3.2. dbra. Mutéacié hatasa a szimuldciéra nézve:A) A kivalasztott mutacié (R743H,
z6ld) és egy hasonld, az ASD-ben jelentett mutécié (R736Q), kék) poziciéja a Shankl PDZ
tartomany szalagédbrazolasin (PDB ID 6YWZ). Mindkét arginin a ligandumkoté bardzdét
szegélyezo a2 hélixen taladlhatd. A kapott fehérje komplex eloszlasok f6komponens-analizise
a B) vad-tipus és C) mutans szcenaridk esetében. A kiilonbo6z6 szinek a kiilonbozé agyi
régiokat jelolik az aljan taldlhaté kulcsnak megfeleléen. D) A PCA szerinti leginformativabb
komplex sematikus dbrézoldsa (AMPAR/PSD-95/SynGAP). E) p-értékek, amelyek leirjdk
a mutdcié valtozasit a leginformativabb komplex esetén. A vonalak a 0,05-6s és a korrigélt
0,01-es szignifikanciahatart jelolik. Szinek agyi régidk szerint az aljan taldlhaté kules
szerint. F) A mutécié altal érintett két fehérje, a Shankl és a GKAP bdsége a bemeneti
adatkészletekben. Piros korok jelzik azokat az adatsorokat, ahol a leginformativabb komplex
bésége jelentésen megvaltozott a kimenetben. Az dbra publikédldsra keriilt cikkemben [19].
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jelentos globalis hatasokat. Ez 6sszhangban van azzal, hogy a rendszer megtartja altalanos
funkcionalitasat. A mutdcié hatdsdnak részletesebb elemzése érdekében megvizsgaltuk az
egyes fehérjekomplexek abundancidjat.

A komplexek haromdimenziés vizsgalata

Az eljaras két, parhuzamosan futé részbol all, amelyeket késébb lehet integralni egy kozos
modellben - eképpen a Kar két kutatocsoportjanak munkajat is 6sszekoti a folyamat. Az egyik
irdnyvonal fehérjekomplexek kialakulasdnak nagyskalas szimulaciéja Gillespie algoritmussal,
az eljaras masik irdnyvonala a térszerkezeteken és a szekvencidk annotiaciéin alapszik és
figyelembe veszi az egyes fehérjék mint alkotéelemek haromdimenziés jellegét. Ebben
az esetben a fehérjékbol gyongysormodellt hozunk létre, ezaltal egy valodi kiterjedéssel
rendelkez6 objektumként tekintiink ra. Arra jutottam, hogy a két irdnyvonal 6tvozése nem
trivialis, de egymasbol szarmazé ismeretekkel vegyithet6. Megmutattam, hogy becsiilhetd a
nanoklaszterek térigénye és, hogy a rendezetlen/ismeretlen fehérje régiok kezelése tsszetett
folyamat, mely nagyban befolyasolja a modellt.

A fentebb vazolt eljaras egyes részei természetesen mar korabban leirt és jelenleg is
alkalamazott 1épések, az egész folyamat és a kétféle modellezési megkozelités 6sszekapcsolasa
azonban tudomésom szerint ebben a formaban nincs még leirva.

Osszességében az jdonsdgérték a két médszer vegyitése és a két kutatécsoport eredmé-
nyeinek k6zos felhasznalasa.

Az els6 fehérje, amely esetében a teljes 3D szerkezeti modell Gsszerakésat megkezdtem, a
PSD-95 volt. Az 6sszerakas soran azt tapasztaltam, hogy a fehérje termindlis szakaszait igy
is nehéz megjeleniteni térszerkezet hidnyaban, mert a fehérjeszekvencidk alapjan létrehozott
kezdetleges szerkezeti modellek nem lettek megbizhatéak, mert szamos helyen jelentosen
eltértek a torzids szogek az elfogadott tartomanyoktél. Az IMP eljaras segitségével épitett
modellekbdl megéllapitottam, hogy egy PSD-95 70-75A kozott hidal 4t két Kir2.1 molekulat
a PDZ tandemen keresztiill. A PDZ doméneket hengerként tekintve azt kapjuk, hogy a A
PDZ domain atlagos hossza 31A és a sugara TA a ??. &bran lildval 14that6. Ez lehet az
egyik korlat, amiért a 35A-nal magasabb tévolsiagok esetében a kaliumcsatorndk kozott a
PSD-95 ingézik [20].

Egy NMDA receptort is modelleztem az elérhetd kisérleti szerkezet alapjan (lasd ?7):
6MM9. Ez a struktira két NMDARI (gén: Grinl) és két NMDAR2A (Grin2A) alegység-
bél 4ll. Az NMDAR2A alegység C-termindlisa képes kotddni a PSD-95 PDZ1-2 tandem
doménjéhez.

Az NMDAR2A alegység C-termindlis szegmensét (a 800-1400. aminosavakat) kis fel-
bontassal, nagyobb mobilitdst megengedve (floppy representation) modelleztem, mivel erre
a szakaszra rendezetlenség miatt nincs elérhetd kisérletes szerkezeti modell. A tdl hosszu
rendezetlen régié kezelése optimalast igényel a komplex modellezés soran, és még nem
taldltam teljes mértékben kielégit6 megoldast. A komplex szimulédcidja és a termindlis
szakasz mozgasa a termindlis régié gyéngysormodelljének kompaktabba vilast eredményezte,
ugyanakkor alig valtoztatta meg a termindlis végének térbeli helyzetét, ezért sziikséges a
beallitasok tovabbi tesztelése.
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A mind6ssze hét PSD fehérjét tartalmazo, specifikus térbeli szervez6dés nélkiili modelliink
hatarozottan egy nagyon leegyszeriisitett modell, amely tavol all a posztszinapszis tényleges
biolégiai Gsszetettségétdl. Ezenkivil az egyszeriiség kedvéért minden esetben olyan helyzetet
vesziink figyelembe, amely homozigéta forgatokényvnek felel meg, azaz ahol egy adott fehér-
jének vagy csak a vad tipusi, vagy csak a mutans valtozata van jelen, de mindkett6 egyszerre
nincs. Végiil, de nem utolsésorban, a kivalasztott muticiénak csak egyetlen jol definialt
hatésat modelleztiik, figyelmen kiviil hagyva az olyan lehetséges pleiotrép hatasokat, mint
példaul a tobbi fehérje expresszios szintjének megvaltozasa, amint azt pl. szamos Shank-
mutaciénal megfigyelték [21]. gy nem vérhaté, hogy a kapott fehérjekomplex-eloszlasokat
kozvetleniil 6ssze lehessen hasonlitani az in vivo helyzetekkel. Mindezen szempontok elfo-
gadhat6 pontossagli modellezése sokkal tobb adatot igényelne anndl, mint amennyi jelenleg
rendelkezésre all. Mindazonaltal azt allitom, hogy a f6 PSD fehérjék és koélcsonhatasok
jol meghatarozott halmazara osszpontosité modellrendszeriink elég 6sszetett ahhoz, hogy
megragadja a kidolgozott fehérjehalézatok viselkedésének altalanos aspektusait, mikoézben
kezelhet6 marad az adatelemzés szempontjabol, mivel a modellben a lehetséges fehérje-
komplexek szama még nem rendkiviil magas. Megfontoldsaim szerint a genotipusok és a
fenotipusok — itt fenotipus alatt a szinapsziksok identitasanak meghatarozasahoz funckio-
nalisan kozelebb all6 fehérjekomplex-eloszlasokat értve — mechanisztikus 6sszekapcsolésa,
ahol a kiilonb6z6 genotipusok hasonlé fenotipusokhoz vezetnek, csak kisérleti adatok és
modellezési megkozelitések kombindacidja révén lehetséges.

A PSD-komplexek modelljei — milyen messze vagyunk a valésagtél?

Az mRNS-expressziés adatok linearis skdlazasaval becsiilt fehérjekopiaszamok nem veszik
figyelembe a transzlaciés és poszttranszlaciés szabdlyoz6 hatdsokat [22]. Az ilyen hatédsok
a komplexek nagyobb eltérését eredményezhetik az agyi régidk kozott. Idedlis esetben
kozvetlen fehérjegyakorisagi adatokra lenne sziikség a valésaghtibb szimuléaciés eredmények
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eléréséhez. Ilyen adatok adott képalkoté — mikroszképos — technikak segitségével nyerhetéek.
Ezek a képalkotd technikdk az mRNS adatokhoz hasonlé ardanyokat mutatnak, mint a
validdlds, de a dimenziék nem pontos fehérjeszamok, hanem voxelek és intenzitasok [23],
és az ilyen jellegii adatokbdl 1ényegsen kevesebb all rendelkezésre, mint a nagyobb skalan
generalhaté mRNS expresszids adatokbdl. A PSD szervezédésének részletes leirasa tovabbra
is kihivast jelent. Bonyolitja a mérete, az alkot6 fehérjék szdma és varidcidi, és legfoképpen
a valtozé sztéchiometria és dinamikus jellege. Bar nagy felbontasu kisérleti adatok allnak
rendelkezésre a binaris komplexekrol, ezek jellemzden csak a kolcsonhaté doméneket és
szegmenseket tartalmazzdk. Alapveto feltételezésiink, hogy a szimulaciok kiegészithetik a ki-
sérleti adatokat, és jelentés mértékben hozzajarulhatnak a PSD természetének megértéséhez.
Az itt bemutatott modellezési megkozelités egy els6 kozelités, amely elsésorban a fehérje-
gyakorisagok valtozékonysagara Osszpontosit, és csak egy hét PSD fehérjébdl allé rendszert
vizsgél, és mindegyiknek csak egyetlen izoformdja (vagy muténs valtozata) taldlhaté meg
benne, igy ez a teljes PSD-nek egy erésen leegyszertisitett részhalmaza. Igy Gsszetettsége
tavol all a PSD tényleges szervezodésétol. Kovetkezésképpen eredményeim nem fordithatok
at kozvetleniil a PSD-ben ténylegesen megjelené komplexek valés eloszlasara a kiillonb6z6
neuronokban. A pontosabb szimuldciékhoz kvantitativ adatokra lenne sziikség a kozvetlentil
fehérjeszinten taldlhaté mennyiségekre, megfeleld kotési dllanddkra és a komplexek 3D-s
szervezddésének figyelembevételére, valamint a posztszinaptikus régién belili lokalizacidjara.
Emellett a komponensek dinamikus cseréje, az 0j fehérjék hozzaadasanak térbeli iranya,
valamint a fazisszszeparacié jelensége mind olyan kérdések, amelyek varhatéan hozzajarulnak
a komplexek tényleges eloszlasdhoz in vivo.

Szimulaci6im ugyanakkor mar tAmpontokat adnak a f6bb PSD-fehérjék kozotti legrelevan-
sabb 0Osszefuggésekre, és ravilagitanak az adott fehérjék hozzaférhetoségében bekdvetkezett
valtozésokra. Igy bar a modellek nem kozelitik meg a valés eset bonyolultsdgat, megkozeli-
tésem alkalmas arra, hogy atfogd képet adjunk a PSD {6bb szervezdelveirol.

Kutatasom kilatasai: lehetséges hosszutavu iranyai és kibontakozasa

Az ebben a tézisben foglaltak szamos médon kibovithetoek, és szeretnénk is kiboviteni azokat.
Kutatasom f6 mozgatérugdja, hogy Osszefiiggd, atfogd képet kaphassunk a posztszinaptikus
denzitashoz, melyhez a kutatécsoport munkdja is hozzajarul. Ebbe munkam kezdetleges
betekintést nyujt. Eképpen, ahogy halad elére a kutatocsoport, gy adott részkutatas
eredményeit integralni lehet a kidolgozott eljarasi folyamat segitségével. Pontosithatéak
kotési allandok, 4j mutdcidk figyelhet6ek meg, szerkezeteken lehet javitani. Megfigyelt
sztérikus gatlasokat implementalhatunk. Bels6é dinamikai informéaciékkal valtoztathatjuk a
domének elérhetéségét - szamos konforméaciét modellezhetiink. Bévithetjiik a fehérjék szamat.
Kompeticidékat vizsgalhatunk meg. A modell kib6vitése kihivasokkal teli folyamatos utazas,
amellyel 4j és eddig kevésbé értett néz6épontbdl tekinthetiink erre a komplex fehérjehdlézatra.
Szamos 1j biolégiai folyamatot fontolhatunk meg és adhatunk modelliinkh6z, hogy kézelebb
keriiljiink a nativ biolégiai rendszerekhez - kezdve foszforilaciok hatasatol, fehérje lebomlason
at kiils6 expressziés szinteket befolyasold tényezokig.
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Irodalmi adatok alapjan elékészitettem a posztszinaptikus denzitds (PSD) fehérje-
halozatanak leegyszertsitett modelljét, mely 7 £6 fehérjét tartalmaz és bemenetként
hasznéalhat6 fehérjekomplexek eloszlasat szimuldlé rendszerbioldgiai szamitdsokhoz.
Expresszios adatok alapjan a hét fehérjét osszesen 524 kiilonbozé gyakorisagi Osszeté-
telben vizsgaltam a Cytocast szoftver segitségével. (Miski et al. 2022, [1])
Eljarasokat dolgoztam ki a PSD modell szimulaci6éibdl kapott fehérjekomplex-eloszlasok
Osszehasonlité elemzésére. Az eljarasok lehet6vé teszik az egyes fehérjekomplexek
egyértelmil azonositasat és ennek segitségével a kiillonb6z6 szimulaciés eredmények
Osszevetését eltéro kiindulasi fehérjegyakorisdgok és a partnerkotési tulajdonsagokat
befolyasolé mutéciok esetében is. (Miski et al. 2022, [1])

Megallapitottam, hogy a keletkez6 fehérjekomplexek eloszlasa és az egyedi fehérjék
gyakorisaga kozotti kapcsolat Osszetett, csak szimulacidokkal térképezhetd fel. Na-
gyon hasonlé kiindulasi fehérjegyakorisdgok is eredményezhetnek jelentésen eltéro
fehérjekomplex-eloszlast, melynek a szinaptikus elmélet alapjan funkcionalis jelentOsé-
ge lehet. (Miski et al. 2022, Miski proc. 2020 [1], [2])

Megmutattam, hogy egy hipomorf, azaz egy adott fehérje-fehérje kolcsonhatast csak
kismértékben gyengité muticié hatasa jelentésen fiigg az adott sejtekre jellemzo
fehérjegyakorisagoktdl, emiatt csak adott sejtekben vagy sejttipusokban okoz szigni-
fikans valtozast. Mindemellett az is jellemz6, hogy a legnagyobb valtozast mutato
komplexek nem feltétleniil azok, amelyekben valtozassal érintett interakcios partnerek
szerepelnek.(Miski et al. 2024, [3])

Kidolgoztam egy munkafolyamatot a posztszinaptikus denzitasra jellemz6 egyes nagy-
méretli, tobbkomponensii fehérjekomplexek lehetséges haromdimenzids szerkezeteinek
modellezésére. (Miski proc. 2019,2020,2022, [4]-[6])
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